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SANTRUMPOS

AFM — atominés jégos mikroskopija

AUND - aukso nanodalelés

BMR - branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopija

EGCG — epigalokatechingalatas

IAPP (ang. islet amyloid polypeptide) — saleliy amiloido polipeptidas
KR — Kongo raudonasis

PPS — pentosano polisulfatas

ROS - reaktyviosios deguonies rasys

TEM — transmisiné elektrony mikroskopija

ThT —tioflavinas T

UPS — ubikvitino-proteasomos sistema



IVADAS

Medicinos moksly pazanga ir sparciai tobul¢jancios technologijos leidzia zmonéms gyventi
ilgiau. Remiantis statistika, vien per paskutinius 30 mety, vidutiné Zmogaus gyvenimo trukmé
pailgéjo 9 metais (Crimmins, 2015). Deja, kartu su gyvenimo trukmés ilgéjimu, didéja ir tikimybé
susirgti jvairiomis neurodegeneracinémis ligomis, tokiomis kaip Alzheimerio, Parkinsono liga, o taip
pat Il tipo diabetu. Sios ligos yra siejamos su amiloidais — fibriliniais agregatais, sudarytais is
netaisyklingos konformacijos baltymy, kuriy randama jvairiuose sergan¢iy Zmoniy organuose.
Baltymai yra pagrindiniai zmogaus organizmo junginiai, nes jie dalyvauja beveik kiekviename
organizmo procese. Todél, jei jy funkcija sutrikusi, pasekmés gali biiti praziitingos.

Baltymy agregacijos procesas siejamas su daugiau nei 50 ligy ir Sis skai€ius nuolat auga.
Nepaisant didziuliy mokslininky pastangy, Siandien vis dar néra tinkamy vaisty nuo amiloidiniy ligy,
yra tik simptominis gydymas (Young, 2015). Per paskutinius keliasdeSimt mety buvo istirtas didelis
kiekis skirtingos klasés slopikliy, dalis kuriy parodé dziuginancius rezultatus in vitro tyrimuose ir
pasieké klinikiniy tyrimy stadijg, taciau ne vienas nebuvo patvirtintas kaip efektyvus vaistinis
preparatas. Siuo metu didziausias déemesys skiriamas mazos molekulinés masés junginiams, kurie
galéty slopinti amiloidy susidaryma arba iSardyti jau esamus agregatus. Dél nevienalytés amiloidiniy
baltymy strukttiros ir ne iki galo aiSkaus agregacijos mechanizmo, tinkamy vaisty sukirimas
neabejotinai yra sudétingas uzdavinys (Collins, 2014).

Siuo darbo metu buvo atlieckama potencialiy amiloidiniy baltymy slopikliy atranka, tiriama
jvairios struktiiros mazos molekulinés masés junginiy jtaka agregacijos kinetikai. Tyrimams buvo
naudojamas rekombinantinis Zmogaus insulinas, kuris sugeba formuoti amiloidines fibriles per
santykinai trumpg laikg.

Darbto tikslas — atlikti potencialiy insulino amilodiniy fibriliy slopikliy atrankg

Darbo uzdaviniai:

e Jvertinti 120 jvairios struktiiros junginiy jtakg insulino agregacijos kinetikai;
e Nustatyti, kokios funkcinés grupés turi didziausig jtakg agregacijos procesui ir
palyginti gautus rezultatus su aprasomais literatiiroje;

e IStirti susidariusiy amiloidiniy fibriliy struktiiros pokycius.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Baltymai ir jy taisyklingo sulankstymo svarba

Siuolaikinis miisy supratimas apie baltymy funkcionavima kyla i§ beveik 200 mety trukusiy
biocheminiy tyrimy. Naudodamiesi skirtingais eksperimentiniais modeliais, biochemikai
pademonstravo, kad baltymai sudaro didzigja dalj lgstelés struktiiriniy komponenty bei dalyvauja
daugelyje cheminiy reakcijy. Sie eksperimentai atskleidé, kad baltymai yra gyvybiskai svarbiis
tinkamai Igsteliy funkcijai. I8 tikryjy, zodis ,,baltymas® yra kiles i§ graiky kalbos zodzio ,,proteios®,
reiskiancio ,,pirmiausia“ arba ,,svarbiausia®, kas atspindi $iy molekuliy svarbg (Reynaud, 2010).

Siandien mokslininkai Zino, kad baltymai yra ilgi polimerai, sudaryti i§ dvideSimties mazy
sudedamyjy daliy, vadinamy aminortig§timis, rinkinio. Informacija apie baltymy aminortiigSciy
eiliSkumg polimerinéje sekoje yra uzkoduota lgstelése DNR pavidalu. Paprastai po baltymy
biosintezés dauguma jy turi biti paver¢iami j tvarkingai sulankstytas kompaktiskas struktiiras, kad
tinkamai atlikty savo biologines funkcijas (Khan ir kt., 2013).

Baltymy sulankstymas yra sudétingas procesas, kurio metu baltymo molekulé jgyja unikalig
trimate konformacijg. 1969 m. Cyrus Levinthalis pazyméjo, kad dél labai didelio laisvés laipsniy
skaiCiaus iSskleistoje polipeptido grandinéje, baltymo molekulé turi astronominj galimy konformacijy
skaiCiy. Jei darysime prielaida, jog 100 aminortig§ciy grandinéje kiekviena liekana gali turéti tik dvi
galimas konformacijas, tuomet polipeptido grandinéje yra 10% galimy konformacijy. Jei reikia tik
10-11 sekundés, norint konvertuoti viena konformacija j kita, tai prireikty 10! mety tam, kad atrasti
tinkamg baltymui struktirg, o tai yra nerealus laikas, nes baltymy sulankstymas in vivo vyksta
sekundémis ar minutémis (Salahuddin, 2015; Esteras-Chopo ir kt., 2008). Sis reiskinys Zinomas kaip
Levinthalio paradoksas. Nobelio premijos laureatas Christianas B. Anfinsenas, siekdamas suprasti,
kaip baltymai per labai trumpg laikg sugeba jgauti taisyklingg struktiirg, priéjo iSvados, jog natyvi
baltymo konformacija atsiranda todél, kad bitent §i forma termodinamiSkai yra stabiliausia
tarplastelinéje aplinkoje (1 pav.) (Anfinsen, 1973). Kitaip tariant, fizikiniu ir cheminiu baltymo
poziiiriu, aminorigstys pakuojasi taip, kad laisva molekulés energija biity kuo mazesné.

Skirtingos aminortigS§¢iy Soninés grandinés liekanos suteikia jiems skirtingas savybes.
Tinkamai sulankstytame baltyme hidrofobiniy aminortig§éiy liekanos yra kartu, atsiribodamos nuo
vandens molekuliy; hidrofilinés liekanos yra veikiamos baltymo pavirSiaus, sgveikaujant su
citoplazmos vandeniu; o didziosios aminoragstys palieka ply§j mazosioms (Young, 2015). Toks
sandarus lankstymas ir pakavimas sumazina bendrg laisva baltymy energijg .

Dazniausiai lgsteléje sudaroma tik natyvi baltymo erdviné struktiira. Taciau, esant
nepalankioms sglygoms, baltymai gali palikti sulankstymo kelig vedanti link natyvios biisenos ir
patekti j alternatyvius agregacijos kelius, nes energijos skirtumo barjeras tarp natyvios ir klaidingai
sulankstyto baltymo yra mazas (Dobson, 2003). Pazymétina, kad netaisyklingos konformacijos
baltymy hidrofobinés aminoriigs¢iy Soninés grandinés iSsidésto baltymo pavirSiuje, o ne slepiasi
viduje, kaip yra natyvaus baltymo atveju. Tokia hidrofobiniy lieckany pozicija suteikia galimybe
sgveikauti su kitomis molekulémis, dél ko susidaro baltymy agregatai (Khan ir kt., 2013) . Baltymy
kaupimasis yra savaiminis surinkimo procesas, kurio metu per specifines saveikas susidaro
aukstesnio laipsnio struktiiros, pasizymindios mazu tirpumu. Sios struktiiros daznai vadinamos
amiloidinémis. Agregacijos keliai apima tiek netvarkingy amorfiniy agregaty susidaryma, tiek
tvarkingy, termostabiliy amiloidiniy fibriliy formavimasi. Amorfiniai agregatai néra toksiski ir juos
gali pasalinti proteoSomos, taciau fibrilés bei jy formavimosi kelyje susidariusios oligomerinés riisys
yra laikomos labai toksiSkomis ir yra siejamos su daugeliu neisgydomy ligy (Siddiqi ir kt., 2017).
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1 pav. Baltymo konformaciniy pokyc¢iy energetiné schema. Purpurinis pavir$ius rodo, kad
daugelis tarpiniy konformacijy, formuodamos vidinius molekulinius ry$ius, veda link natyvios
baltymo formos, kuri yra energijos minimume. Rozinis pavirSius parodo tas konformacijas, kurios

gali sukelti amorfing agregacija ar amiloidiniy fibriliy susidaryma per tarpmolekulinius kontaktus
(Young, 2015).

Pazymétina, kad toksiSka baltymo konfigiiracija daznai gali sgveikauti su kitomis to paties
baltymo natyviomis kopijomis ir katalizuoti jy peréjima j toksiSskg biiseng. Dél Sio sugebéjimo ji yra
zinomi kaip uzkrefiama konformacija. Infekcinio baltymo arba priono sgvoka buvo pasiilyta
septintajame deSimtmetyje siekiant paaiSkinti skrepi infekcijg (angl. scrapie) — mirting degeneracing
aviy ir ozky nervy sistemos liga (Agbas, 2019). Mokslininkai nustaté, kad uzkre¢iamasis junginys,
perduodantis infekcija, yra atsparus ultravioletiniams spinduliams (kurie paprastai sunaikina
nukleortigstis), ir jie pasitle, kad Sis junginis sudarytas baltymy pagrindu. Idéja, kad baltymai patys
biologijos dogmai. Galy gale, Stanley B. Prusineris ir jo komanda i§grynino priono baltymus,
atsakingus uz skrepj liga, ir jie sugebéjo parodyti, kad baltymai i$ tiesy gali buti infekciniai (Prusiner,
1982).

1.2 Lastelés mechanizmai, uZtikrinantys tinkama baltymy sulankstyma

Siekdamos iSspresti baltymy agregacijos problema, gyvosios sistemos sukiiré daugybe
sudétingy strategijy, skirty uZztikrinti tinkama baltymy sulankstymo procesa. Pagrindiniai baltymy
pagalbininkai yra kiti specializuoti baltymai, vadinami molekuliniais Saperonais, Kurie randami visy
tipy lastelése (Hartl ir kt., 2011). Pirmg karta molekulinius Saperonus pamingjo 1978 m. Ronas
Laskey, kuris nustaté, kad nukleoplazminas (baltymas, randamas lastelés branduolyje) gali jungtis su
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histonais. Histonai yra branduoliniai baltymai, kuriy pagrindiné funkcija yra sgveikauti su DNR ir
sudaryti struktiiras, zinomas kaip nukleosomos. Laskey pastebéjo, kad nukleoplazminas veiké kaip
Saperonas, uztikrindamas histony veiklg ir uzkirsdamas kelig netinkamai sgveikai (Laskey ir kt.,
1978). Vienas i§ geriausiai istirty molekuliniy Saperony yra bakterinis Saperonas ,,GroEL®, turintis
savo struktiiroje ertme, kurioje galima paslépti nepilnai sulankstytas polipeptidines grandines ir
apsaugoti jas nuo iSoriniy veiksniy poveikio (Hartl ir kt., 2002). Kai kurie molekuliniai $aperonai gali
iSgelbéti neteisingai sulankstytus baltymus ir suteikia jiems antrg galimybe teisingai susilankstyti, ir
yra tokiy Saperony, kurie gali iStirpinti kai kurias agregaty formas (2 pav.). Nors didelis kiekis
molekuliniy Saperony yra tik esant stresinémis lastelei saglygomis, taciau akivaizdu, kad net ir mazas
ju kiekis vaidina kritinj vaidmenj visuose organizmuose (Dobson, 2003).
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2 pav. Lasteliy baltymy reguliacijos, vadinamos proteostazés, schema. Baltymai sintezés
metu gali priimti daugybe skirtingy konformaciniy biiseny pakeliui j savo natyvia trimatg¢ struktiirg.
Proteostazés procesai kontroliuoja baltymy sulankstyma, skatina nefunkciniy baltymy skilima bei
uzkerta kelig amiloidiniy agregaty kaupimuisi lgstelés viduje (Bargiela ir kt., 2015).



Be molekuliniy Saperony, yra keletas kity katalizatoriy, kurie pagreitina lankstymo proceso
veiksmus. Pvz., peptidil-prolilo izomerazés — fermentai, kurie randami tiek prokariotuose, tiek
eukariotuose, padidina peptidiniy rySiy cis/trans izomerizacijos greitj, apimanciy prolino lickanas, bei
disulfido izomerazés — peptidai, kurie padidina disulfidiniy ry$iy susidarymo ir pertvarkymo greitj
baltymo viduje (Alam ir kt., 2017).

Eukarioty sistemose daugelis baltymy, sintetinamy lasteléje, yra skirti sekrecijai j tarplasteling
aplinka. Tokie baltymai turi atitikti griezta ,.kokybés kontrolés* mechanizma, kuris apsaugo nuo
netinkamy baltymy iSsiskyrimo i§ lgstelés. Jei vis dél to lasteléje esantys pagalbinikai nesugeba
uztikrinti tinkamos erdvinés baltymo struktiiros susidarymo, tai tokie baltymai yra atpazjstami ir
skaidomi ubikvitino-proteosomos sistemos (UPS) btdu. 26S proteosoma yra pagrindinis lasteliy
aparatas, atsakingas uz tirpiy, klaidingai sulankstyty baltymy skaidyma, taip uzkertant kelig baltymy
agregacijai (Goldberg, 2003). Galiausiai, jei lastelés mechanizmai per tam tikrg laiko tarpa
nesusitvarko su sutrikimais, tai lastelé siekia apoptozés (Iwata ir kt., 2005). Nenuostabu, kad
nesugebejimas teisingai sulankstyti ar iSlaikyti taisyklingg globuling baltymo struktiira, priveda prie
organizmo sistemy sutrikimy ir ligy.

1.3 Amiloidinés ligos

Nepaisant jvariy organizmo apsauginiy mechanizmy prie§ baltymy agregacijg, pilnai
susitvarkyti su §ia problema ne visada pavyksta. Siandien yra Zinoma daugiau nei 50 ligy, susijusiu
Su nejprastu baltymy ir peptidy agregavimu (Alam ir kt., 2017). Amiloidines ligas galima suskirstyti
j tris placias klases (1 lentelé):

e neurodegeneracinés ligos — kai amiloidai nuséda galvos ir nugaros smegenyse;

e neneuropatiné lokalizuota amiloidozé — kai agregacija vyksta viename audinyje (ne
smegenyse);

e sisteminé amiloidozé — agregacija vyksta keliuose audiniuose.

1 lentelé. Pagrindinés amiloidinés ligos siejamos su baltymy agregacija (Young, 2015).
Ligos pavadinimas Susijes baltymas Simptomai
Neurodegeneracinés ligos

UZkre¢iama spongiforminé Demencija, ataksija, psichinés

Priono baltymai

encefalopatija problemos
Alzheimerio liga Amiloidas-p ir Tau Progresuojanti demencija
Parkinsono liga a-sinukleinas Judéjimo sutrikimas

. . — D ij torinés i
Hantingtono liga Hantingtino baltymas en?en,cu.a’ fRotorines
psichinés problemos
Neneuropatinés lokalizuotos amiloidozés
. . - Hiperglikemija, insulino
Il tipo diabetas Amilinas (IAPP) Perg _ J
trilkumas
Sumazéjes insulino
pasisavinimas
Apolipoproteino Al . P janti inksty i
polipop Apo A-1 fragmentai rogresuojanti inksty ir (arba)

amiloidoze kepeny liga

Injekciné amiloidoze Insulinas



1 lentelés tegsinys

Ligos pavadinimas Susijes baltymas Simptomai
Neneuropatinés sisteminés amiloidozés
Amiloido lengvosios Imunoglobulino lengvosios
.. g o g . g . Inksty nepakankamumas
grandinés (AL) amiloidozé grandinés fragmentai
Su dialize susijusi amiloidozé 2-mikroglobulinas Paraplegija
Lizocimo amiloidozé Lizocimas Inksty nepakankamumas

Labiausiai paplitusi yra Alzheimerio liga, kuria serga apie 10 procenty suaugusiyjy, vyresniy
nei SeSiasdeSimt penki metai (Collins, 2014). Parkinsono liga yra antra labiausiai paplitusi
neurodegeneracine liga, kurios metu nyksta dalis galvos smegeny lgsteliy, atsakingy uz judesiy
kontrole, dél susidariusiy toksisky a-sinukleino oligomery (Stefanis, 2012). Taciau baltymy
agregacijos ligos néra iSskirtinai susijusios vien su nervy sistema, jos taip pat gali atsirasti
periferiniuose audiniuose. Pvz., Il tipo cukrinis diabetas susij¢s su amilino, (kitaip vadinamo saleliy
amiloido polipeptido (IAPP)), agregacija kasos Langerhanso salelése (Westermark ir kt., 2011).
Sergant AL amiloidoze, antikiiny lengvosios grandinés nuséda inkstuose ir Sirdyje (Sanchorawala,
2006), o su dialize susijusioje amiloidozéje, p2-mikroglobulinas formuoja amiloidines ploksteles
osteoartikuliniuose audiniuose (ladanza ir kt., 2018).

Sios ligos gali biti atsitiktinés (pasireikianéios be Seimos istorijos) arba Seimyninés
(paveldimos). Nepriklausomai nuo rusies, rizika susirgti bet kuria i$ $iy ligy dramatiskai padidéja su
amziumi. Mechaninis §ios koreliacijos paaiSkinimas yra tas, kad senstant (arba dél mutacijy) trikdoma
baltymy sintezés, lankstymo ir skaidymo pusiausvyra (Reynaud, 2010). Pusiausvyros sutrikima taip
pat gali sukelti proteosomos, lgsteliy mechanizmo, kuris skaido senstancius baltymus, trikumai.
Autofagijos slopinimas taip pat skatina amiloidy agregacijg (Alam ir kt., 2017).

1.4 Insulino agregacijos tyrimai

Injekciné amiloidozé, yra reta su oda susijusi insulino terapijos komplikacija. Pacientams,
kuriems yra paskirta insulino terapijg, bégant laikui nuolatin¢je insulino susvirkstimo vietoje gali
atsirasti amiloidinés sankaupos. D¢l Sios priezasties pablogéja insulino pasisavinimas ir turi biiti
didinamos vaisto dozés. (Choi ir kt., 2009). Insulino amiloidiniy fibriliy tyrimai yra be galo svarbds,
siekiant pagerinti insulino terapijg. Tai yra neatidéliotina problema, nes ken¢ianéiy Zmoniy skaicius
nuo diabeto yra milziniSkas: 2000 m. liga buvo diagnozuota 171 milijonui Zmoniy pasaulyje ir 2030
m. §is skaiCius gali iSaugti iki 300 mln. (lannuzzi ir kt., 2017).

a)

3 pav. Galimos insulino konformacijos : a) monomeras; b) dimeras; c) heksameras
(Pandyarajan ir kt., 2016)



Insulinas néra tiesiogiai susij¢s su visomis Zinomomis zmoniy amiloidinémis ligomis, taciau jis
yra puikus modelinis baltymas in vitro tyrimams, prieinamas santykinai uz zema kaing bei galintis
per trumpa laika suformuoti amiloidines fibriles. Sis maZzas hormono baltymas, susidedantis i§ dviejy
polipeptidy grandiniy, nattraliai organizme gaminamas ir laikomas kaip heksameras (Sesiy insulino
molekuliy vienetas), o aktyvioji forma yra monomeras (3 pav.). Sesios molekulés yra sujungtos kaip
trys dimeriniai vienetai ir sudaro simetriskag molekule. Esant zemam pH ir aukstai temperatirai,
insulinas lengvai skaidosi j monomerus ir véliau kaupiasi j amiloidines fibriles (Choi ir kt., 2009). Be
to, zinoma, kad insulinas formuoja polimorfinius amiloidinius agregatus, priklausomai nuo
agregacijos salygy. Siuo metu amiloidiniy fibriliy polimorfizmas yra gerai atpazjstamas reiskinys,
kuris, kaip manoma, susijes su skirtingais fibrilizacijos keliais, o tai apsunkina tinkamos strategijos
sukiirimg pries$ baltymy agregacija (Sakalauskas ir kt., 2019).

1.5 Amiloidiniy fibriliy struktara

Dauguma baltymy ir peptidy, esant palankioms salygoms, gali formuoti amilodines fibriles
(Fandrich, 2007). Nepriklausomai nuo baltymy kilmés, funkcijos ar aminortgs¢iy sekos, visi
amiloidai atrodo nepaprastai panasus, turintys fibriling morfologija ir bendrgjg ketvirting baltymy
strukttirg (Eisenberg ir kt., 2012). Daugybé atlikty tyrimy, jskaitant branduoliy magnetinio rezonanso
spektroskopija (BMR), rentgeno spinduliy difrakcijos analiz¢, atominés jégos mikroskopijg (AFM)
ir krioelektroning mikroskopijg, suteiké suvokimg apie amiloidiniy fibrily atominio lygio architekttirg
(Adam Moser ir Darrin M. York, 2008; Fitzpatrick ir kt., 2013). Pastebéta, kad fibrilés susideda i$
tvarkingai iSdéstyty baltymy pakartojimy, surinkty hierarchiniu biidu (4 pav.).

Fibrilés
‘.,‘.‘: 3 .
&Ny Protofilamentai
@y S
R4 4 B-klostés
—— ..
o 2 ..
W 2] RS
i/ f P
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1 | 1 I |
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4 pav. Amiloidiniy fibriliy hierarchiné struktiira. Kair¢je puséje fibriliy struktiira pavaizduota
naudojant transmising elektrony mikroskopija (TEM), skalés juosta = 50 nm (Perrett et al., 2019).
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Didelj amiloidiniy fibrily stabilumg pirmiausia lemia stiprus vandeniliniy rysiy tinklas, esantis
fibrilés Serdyje. B-klostés (atstumas tarp jy ~ 10-12 A) yra isrikiuotos statmenai fibrilés asiai ir eina
per visa fibriles ilgj. Sios struktiiros yra pagrindiniai protofilamenty komponentai, kurie véliau
susisuke, suformuoja subrendusias fibriles, kuriy plotis yra apie 1-10 nm., o ilgis siekia 10 um (Perrett
ir kt., 2019).

Verta pabrézti, jog B-klostés struktiira taip pat egzistuoja daugelyje funkciniy natiiraliy baltymy.
Pavyzdziui, Escherichia coli bakterijos i§ amiloidiniy baltymy sudaro fibrilines tarplastelines
apnasas, kurie palengvina bakterijy sukibimg ir mikrobiomos vystymasi. Vory Silkas taip pasizymi
B-klostés struktiira, kuri suteikia Silkui plieninj stiprumg bei atsparuma proteazéms ir detergentams.
Zmogaus organizme randamas funkcinis amiloidas Pmell7, kuris yra svarbus odos ir akiy
pigmentacijai (Esteras-Chopo ir kt., 2008).

1.6 Agregacijos kelias ir kinetika

Chemin¢ kinetika — cheminiy reakcijy grei¢io matavimas ir analizé — smarkiai prisidéjo prie
esminio supratimo apie molekulinius mechanizmus, kuriais grindziamas amiloidy susidarymas
(Knowles ir kt., 2014). Fibriliy formavimasis yra sudétingas daugiapakopis procesas, kurj lemia
daugybé jmantriai sujungty mikroskopiniy reakcijy. Siuo metu kinetiniams tyrimams daZniausiai
pritaikomas nukleacinés polimerizacijos modelis, siekiant paaiskinti agregacijos kelig. Fibrilizacijos
procesas aprasomas sigmoidine kreive, kuri susideda i$ trijy etapy. Pirmoje (lag) fazéje, jvyksta
pirminé nukleacija, kuriuos metu peptidiniai monomerai oligomerizuojasi, kad susidaryty didesnés
molekulinés masés branduoliai. Kai susiformuoja pakankama branduoliy koncentracija, prasideda
eksponentinis firbriliy augimas, spar¢iai formuojami protofilamentai, kol galiausiai terpéje nebelieka
laisvy monomery (Arosio ir kt., 2015).

A

U b Dt
~ "

Monomery Fibrilés

2] AT :
o pridéjimas prie : e )
3 - branduoliy Stacionarioji fazé
owmt )
0]
g ) |
$ )

&
w o
t‘D » A (41

(g Y
] 4 .~
(g ; \‘" ;t ’M',/ \

ol

-
Monomerai Oligomerai Branduoliai

Lag faze

Laikas

A J

5 pav. Agregacijos kelias aprasomas sigmoidine kreive (Xi ir kt., 2016).

Kai kurios moksliniy tyrimy grupés taip pat pasiiilé papildomus agregacijos procesus, tokius
kaip antriné nukleacija, kai esamy fibriliy pavirSius Katalizuoja naujy agregaty susidaryma, be to,
didesnés fibrilés gali suskilti ] mazesnius fragmentus, kuriy galai veikia kaip agregacijos centrai.
Agregacijos kelio i§skaidymas | sudétines pakopas yra ypac svarbus norint suprasti molekulinius
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procesus, susijusius su patogeniniy rusiy atsiradimu, ir nustatyti mechanizmus, kuriais agregacijos
slopikliai galéty veiktj (Cohen ir kt., 2013).

1.7 Tioflavino T fluorescencijos matavimai

Baltymy agregacijai nustatyti buvo sukurta jvairiy spektroskopiniy metody. Apskritiminio
dichroizmo spektroskopija gali biiti naudojama antrinés struktiiros poky¢iams stebéti, o elektrony
paramagnetinis rezonansas (EPR) bei fluorescenciné anizotropija tai metodai leidziantis nustatyti
ankstyvyjy oligomeriniy struktiiry susidaryma (Matveeva ir kt., 2012). Siandien, vienas daZniausiai
naudojamy metody amilody tyrimams yra fluorescenciniy dazy panaudojimas, tokiy Kaip tioflavinas
T (ThT) ir Kongo raudonasis (KR). Pastarasis buvo naudojamas kaip amiloidinis zymeklis nuo 1920-
yjy pradzios, kuris nusidazo biidinga Zaliy obuoliy spalva, kai jungiasi prie amiloidiniy strukttry. Jis
visy pirma naudojamas kaip kokybinis tyrimas histologiniam dazymui ir néra tinkamas realaus laiko
tyrimams dél jo gebéjimo jsiterpti j agregacijos procesa (Groenning, 2010).

ThT yra dazniausiai naudojamas amiloidams specifinis daziklis in vitro agregacijos tyrimams.
Jis gali jungtis su struktiiromis, turin¢iomis daug B-klos¢iy, todél stebimas jo fluorescencinio signalo
padidéjimas, korelivojantis su didéjanciu amiloidy kiekiy (Xue ir kt., 2017). ThT jungimasi su
agregatais galima stebéti suzadinus dazus 440 nm bangos ilgiu, po kurio galima iSmatuoti
fluorescencijos emisija ties 480 nm (Biancalana ir kt., 2010). Nepaisant daugybés eksperimentiniy ir
skai¢iavimo tyrimy, tikslaus atsakymo, kaip ThT risasi prie amiloidogeniniy struktiry, néra. Paprastai
manoma, kad ThT molekulés iSsidésto grioveliuose tarp tirpiklio paveikty Soniniy grandiniy, einanciy
lygiagreciai fibrilés asiai. Tokiu biidu imobilizuojasi rySis esantis centrineje molekulés dalyje, tarp
benzatiazolo ir anilino Ziedo, dél ko padidéja kvantiné iSeiga ir stebima fluorescencijos emisija
(Westerlund ir kt., 2015).
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5 pav. (a) ThT molekulés struktara; (b) ThT florescencijos spektras (Biancalana ir kt., 2010).

Tirpaluose, kuriuose yra vien baltymai, ThT sgveikauja specifiSkai vien su amiloidinémis
struktiromis. Nei amorfiniai agregatai, nei oligomerai ar i$ dalies sulankstyti baltymai nesustiprina
ThT fluorescencijos (Gade Malmos ir kt., 2017). Tagiau ThT gali sgveikauti ir su kitomis
biomolekulémis, tokiomis kaip DNR, jungiantis prie DNR baziy pory arba retesniais atvejais prie
DNR grioveliy (Biancardi ir kt., 2014). Hialininé kremzlé ir tam tikri baltymai, kaip
acetilcholinesterazé, taip pat sukelia biidingg ThT fluorescencija, galimai dél egzistuojancios
tinkamos struktiirinés ertmés (De Ferrari ir kt., 2001). Sios savybés sumazina ThT naudinguma
amiloidy sankaupy identifikavimui histologiniuose tyrimuose ir paskatino kurti ThT atmainas, tokius
kaip ,,AmytrackerTM* ir ,,ProteostatVR*, taCiau Sie dariniai yra brangus, todé¢l atliecka nedidelj
vaidmen] amiloidy tyrimuose (Gade Malmos ir kt., 2017).
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1.8 Amiloidinés agregacijos slopikliai

Atsizvelgiant | daugialypj su amiloidinémis ligomis susijusiy mechanizmy pobudj, $iuo metu
néra prieinamy gydymo budy, kurie pakeistu ligos progresavimg, yra tik simptominis gydymas
(Sharma ir kt., 2019). Tinkamy vaisty nuo amilodiniy ligy sukiirimas yra neabejotinai sudétingas
uzdavinys ir buvo laikomasi daugybés strategijy anti-amiloidogeninéms molekuléms sukurti. I8
esmés, amiloidinés agregacijos slopinimas gali buti pasiektas stabilizuojant natyvig baltymo
konformacija arba sumazinant netinkamai sulankstyty strukttiry susidarymo tikimybe (Siddiqi ir kt.,
2017). Buvo istirta daugybé jvairiy slopikliy, siekiant jvertinti jy anti-amiloidogeninj poveikj tiek in
vivo, tiek in vitro. Molekuliniy Saperony panaudojimas, kaip pagrindiniy kovotojy su netaisyklingu
baltymy lankstymu, bei jvairiy antikiiny terapija, parodé daug zadanciy rezultaty gyviiny modeliuose,
taCiau deja, bandymy rezultatai su zmonémis nuvylé (Liu ir kt., 2016).

Siuo metu, didziausias démesys skiriamas maZos molekulinés masés jungianiams, galintiems
slopinti baltymy agregacija. Mazos molekulinés masés slopikliai turi daug pranasumy, lyginant su
stabilesni biologiniuose skysc¢iuose ir audiniuose (Young, 2015). Tokie ,,cheminiai Saperonai® gali
veikti stabilizuodami natyvig baltymo struktirg, uzkirsdami kelig klaidingam susilankstymui ir
slopinti baltymy savarankiSka kaupimasi ir su tuo susijusj toksiSkumg. Kitais atvejais, mazos
molekulés gali jungtis prie fibriliy pavirSiaus ir slopinti antring nukleacija, kuri yra naujy branduoliy
ir oligomery Saltinis (Young ir kt., 2017). Sharma ir kt. pasialé kelis galimus slopinimo kelius (6
pav):

::: _ 5 0}:::.. L, *"”*'i- — Fibrilizacijos slopinimas
& [] *;‘.? (mechanistinis kelias A)

Natyvaus baltymo I3 dalies iSvyniotos
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} 2w
& 3 :*& \ "
‘ . Fibrilizacijos slopinimas
Oligomery stabilizuojant oligomery
formavimasis susidaryma
# Mazos molekulés l (mechanistinis kelias B)
* Nefibriliniai agregatai —,* - > Fibriliy augimo slopinimas
stabilizuojant protofibriles
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ottt ——
Subrendusios fibrilés Fibriliy suskaidymas j
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6 pav. Jvairtis galimi mechanizmai, per kuriuos mazos molekulés gali slopinti amiloidiniy
fibriliy susidaryma (Sharma ir kt., 2019).

Kadangi nustatyta, kad oligomerai yra toksiskiausios raiSys, daugiausia démesio skiriama Siy
mazy dariniy susidarymui (Young ir kt., 2017). Tai néra lengva uzduotis, nes oligomeriniy agregaty
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strukttirinj ir funkcinj apibiidinima apsunkina jy nevienalytiSkumas masés, struktiiros, stabilumo ir
toksiskumo atzvilgiu. Trumpalaikiai tarpiniai produktai ir oligomerai egzistuoja daugelyje
konformacijy, kurios greitai keiciasi viena su kita (Nguyen ir kt., 2014). Nepaisant visy klitciy,
susijusiy su tinkamo vaisto sukiirimu, literatiiroje randamas didelis skai¢ius moksliniy tyrimy,
kuriuose parodoma jvairiy klasiy junginiy potencialas slopinti ar kitaip jsiterpti j agregacijos procesa.
2 lenteléje pateikiami pavyzdziai pagrindiniy slopikliy, kuriy anti-amiloidinés savybés buvo ar yra
§iuo metu tiriamos (Alam ir kt., 2017).

2 lentelé. [vairiy klasiy baltymy agregacijos slopikliai.

Kategorija Slopikliai Baltymai
] .. EGCG, kurkuminas, Amiloidas-B, a-sinukleinas,
Polifenoliai ) . ; )
resveratrolis lizocimas, insulinas

Deferioksaminas, pentosano
polisulfatas (PPS)
Ftalocianino Zn (1) ir Ni (1)

Metaly chelatoriai Prionai, a-sinukleinas

Ftalocianinai L a-sinukleinas
dariniai
s . IAPP i 2-
Molekuliniai pincetai CLRO1 : ’tranStr.eretmaS.’B .
mikroglobulinas, prionai
Nanodalelés AuND Amiloidas-B, lizocimas
Vaistai Pirazinamidas, d-cikloserinas Amiloidas-p
Vitaminai Vitaminai A, E, K3 Amiloidas-B, lizocimas

1.8.1 Polifenoliai

Labiausiai paplitusi mazos molekulinés masés slopikliy Seima yra polifenolio junginiai.
Polifenoliai yra didelé¢ grupé natiiraliy ir sintetiniy mazy molekuliy, kurias sudaro vienas ar keli
aromatiniai fenolio zZiedai. Literatliroje randama nemazai tyrimy, parodanciy, jog polifenoliai gauti i§
natiiraliy produkty, tokiy kaip raudonasis vynas, vynuogés, zalioji arbata ir ciberzolé, slopina baltymy
agregacija ir toksiSkuma tiek in vitro, tiek in vivo (Ngoungoure ir kt., 2014).

OH
@OH o o OH
X F
HO O . HO X O
Non [ ® 0
o HO OH
on of OCH3 OCH; OH
0
OH .
EGCG OH Kurkuminas Resveratrolis

7 pav. Polifenoliy cheminé struktira (Collins, 2014).

Kurkuminas buvo placiai istirtas dél jo antiagregaciniy savybiy slopinant daugelj baltymy,
iskaitant amiloidg-P, o-sinukleing, transtireting, lizocimg ir insuling (Alam ir kt., 2017). Dél
lipofilinés prigimties jis gali kirsti kraujo smegeny barjera ir jungtis su amiloidais, d¢l ko sumazéja
Jju citotoksiSkumas. Daugelyje tyrimy teigiama, kad kurkuminas yra potencialus Alzheimerio ligos
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terapinis vaistas, slopinantis amiloidy susidarymg ir destabilizuojantis fibrilines ar oligomerines
formas (Ringman ir kt., 2006). Resveratrolis, polifenolis randamas raudoname vyne, taip pat jrodé
savo sugebéjimg mazinti amiloido-B sukeliamg toksiskuma. Esant resveratroliui, lasteliy
gyvybingumas padidéja dél jo gebéjimo aktyvinti glutationg — pagrindini Zmogaus organizmo
kovotoja pries reaktyvigsias deguonies risis (ROS) (Kode ir kt., 2008). Taip pat nustatyta, kad Sis
polifenolis selektyviai pertvarko tirpius amiloido-f3 oligomerus ir amiloidines fibriles j netoksiskus
agregatus (7 pav., pateiktas mechanistinis kelias B ir D) (Ladiwala ir kt., 2010). Be to, resveratrolis
gali sulétinti Zmogaus amilino (IAPP) agregacija, kuri pasireiSkia II diabetu sergantiems Zzmonéms,
taiau pilnai slopinti agregacijos nesugeba (Sharma et al., 2019).

Vienas labiausiai tyrinéjamu polifenoliu yra epigalokatechingalatas (EGCG), kurio dideli
kiekiai randami zalioje arbatoje. Jrodyta, jog EGCG gali pertvarkyti jau susiformavusius amiloido-f3
ir a-sinukleino agregatus ir sumazinti jy toksiskuma lgstelése. EGCG jungiasi prie 3 -klos¢iy struktiiry
ir skatina jy skaidymasi ] mazesnius netoksiskus amorfinius agregatus (7 pav., mechanistinis kelias
D) (Bieschke et al., 2010). Huntingtono baltymo atveju, EGCG jau pirminése stadijose slopina fibriliy
susidarymg in vitro (7 pav., mechanistinis kelias A) (Ehrnhoefer ir kt., 2006). Taip pat parodyta, jog
EGCG uzkerta kelig k-kazeino agregacijai stabilizuodamas protofibriles, taciau nesuformuoja
amorfinius agregatus (7 pav., mechanistinis kelias C) (Sharma ir kt., 2019). Manoma, kad EGCG
aromatiniai Ziedai bei daugybé hidroksilo grupiy vaidina pagrindinj vaidmen;j agregacijos slopinime,
kurie jungiasi vandeniliniais rysiais prie amiloidogeninio baltymo stuburo. Kai Sios hidroksilo grupés
pasalinamos nuosekliai, molekulés gebéjimas slopinti agregacija taip pat nuosekliai mazéja (Cao ir
kt., 2012).

1.8.2 Metaly chelatoriai

Metalo chelatoriy, kaip vaisty nuo amiloidiniy ligy, naudojimo principas yra gana paprastas,
nes yra jrodyta, kad metaly jonai taip pat vaidina svarby vaidmenj baltymy patologijose (Gaeta ir kt.,
2005). Taigi, jei metaly homeostazé néra sutrikusi ir organizme néra metalo jony pertekliaus, galima
iSvengti patologinés baltymo formos. Metalo chelatas néra naujas dalykas, gelezies chelatoriai jau
seniai naudojami siekiant kontroliuoti gelezies pertekliy talasemijos atvejais (Alam ir kt., 2017).
Pagrindinis metaly chelatoriy naudojimo baltymy agregacijos ligoms gydyti tikslas yra perskirstyti ir
pakartotinai subalansuoti metalo jonus, uzuot juos pasalinus. Deferioksaminas yra gerai
apibtidinamas komercinis chelatas, naudojamas Parkinsono ligai gydyti, taciau jis sunkiai kerta
kraujo ir smegeny barjera. Deferipronas yra vaistas, kuris kerta kraujo smegeny barjera dél mazos
molekulinés masés ir lipofiliSkumo (Ceccom ir kt., 2012). Kliochinolis (5-chlor-7-jodo-8-
hidroksichinolinas) yra labiausiai Zinomas i§ metaly chelatoriy, naudojamy neurodegeneracinéms
ligoms gydyti. Artimas cheminis kliochinolio giminaitis, PBT2, $iuo metu yra Il fazés klinikiniuose
tyrimuose (Alam ir kt., 2017). Pentosano polisulfatas (PPS) yra efektyvus polianionas, kurio struktiira
panasi | heparing. Jo veiksmingumas buvo istirtas su prionais uzkréstais gyviinais, kuriems preparatas
buvo suleistas tiesiogiai j jy smegeny skilvelius. PPS taip pat buvo tiriamas su Zzmonémis, serganéiais
priony infekcija, ir rezultatai parodé, kad tai padidino vidutinj paciento i§gyvenamuma, taciau
tiesioginé infuzija j smegenis yra gana sudétinga (Rainov ir kt., 2006).

1.8.3 Ftalocianinai
Ftalocianinai yra junginiy klase, apimanti chlorofily ir hemy porfiriny Seima, kuriai budingas

ju aromatiniy ziedy sistemos lygumas. Jie laikomi potencialiu terapiniu kandidatu, nes jy mazas
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toksiSkumas, gerai dokumentuota sintetiné chemija ir sékmingas skyrimas zmonéms. Ftalocianino
tetrasulfonatai (PcTS) yra placiausiai tiriami tetrapiroliai. Skirtingos PcTS formos veiksmingai
slopina prioniniy baltymy agregacija tiek in vitro, tieck gyviiny modeliuose. Ftalocianino Zn (II) ir Ni
(1) dariniai veiksmingai slopina amiloidiniy fibriliy susidarymg i§ a-sinukleino (Lamberto ir kt.,
2011). Naujausi tyrimai parodo, kad karboksilinti PcTS [Z (11)] gali slopinti amiloido-f agregacija in
vitro bei sumazinti toksiskuma neurony lasteliy linijoms (Valiente-Gabioud ir kt., 2016).

1.8.4 Molekuliniai pincetali

Molekuliniai pincetai yra junginiai, turintys atviras ertmes, j kurias gali jsiterpti kitos
molekulés. Prie§ keleta mety atlikti tyrimai parodé, jog molekulinis pincetas CLRO1 veiksmingai
slopina baltymy agregacija in vitro ir palengvina ligos simptomus Alzheimerio ir Parkinsono gyviiny
modeliuose (Prabhudesai ir kt., 2012). CLROL1 taip pat slopina IAPP, kalcitonino, PrP (106-126),
insulino, transtiretino ir 2-mikroglobulino amiloidy susidaryma (Sinha ir kt., 2011).

1.8.5 Nanodalelés

Nanodalelés yra pripaZintos kaip perspektyvios ir galimos priemonés neurodegeneracijos ir kity
netinkamo baltymy sulankstymo ligy gydymui, nes dél savo mazo dydzio jos gali kirsti bet kurig
zmogaus kiino dalj, jskaitant kraujo ir smegeny barjera. PavirSiaus charakteristikos ir sudétis iS esmeés
lemia nanodaleliy jtakg agregacijai. Buvo nustatyta, kad efektyviam amiloido slopinimui reikalingi
pavirSiniai kriiviai ir silpnos hidrofobinés grupés. Pvz. aukso nanodalelés (AuND), kuriy pavirSiuje
yra aromatiniy aminortigs$¢iy liekany, parodo gerus rezultatus tiriant insulino agregacija (Fuller ir kt.,
2019). Kapsaicinu padengtos AUND slopina amiloido susidaryma i§ galvijy serumo albumino,
kadangi kapsaicinas padaro nanodaleliy pavir§ius hidrofobinius ir jie gali jungtis prie baltymo
tarpiniy produkty hidrofobinés srities, taip apsaugodami baltymg nuo agregacijos (Yoo ir kt., 2011).

1.8.6 Vaistai

Ibuprofenas buvo plaéiai iStirtas ir nustatyta, jog jis mazina Alzheimerio ligos rizika, kadangi
gali jungtis prie natyvaus amiloido-p ir padidinti laisvos energijos barjera, vedancio link agregacijos
kelio (Chang ir kt.,, 2010). Taip pat parodyta, kad vaistai nuo tuberkuliozés d-cikloserinas ir
pirazinamidas slopina lizocimo ir amiloido-p baltymy agregacija. Be to, $ie vaistai taip pat sumaZzina
amiloido sukeltg citotoksinj poveikj zmogaus neurony lgsteliy linijai (Chaturvedi ir kt., 2015).

1.8.7 Vitaminai

Vitaminai natiraliai randami Zmogaus organizme turi svarby vaidmenj atliekant fiziologines
funkcijas. Keli mokslininkai pademonstravo, jog vitaminai A ir E pasizymi antiamilodinémis
savybémis, kurios apsaugo nuo amiloido-f sukelty neurony lasteliy Zities ir slopina baltymy
agregacija (Ono ir kt., 2007). Neseniai taip pat buvo pranesta apie vitamino K3 slopinantj poveikj
lizocimo agregacijai bei apie folio rugsties gebéjima efektyviai pristabdyti amilino agregacija (Lopez
ir kt., 2016). Vitaminy slopinimo veiksmingumas gali biiti siejamas su jy antioksidaciniu aktyvumu,
todel mokslininkai bando sukurti galima amiloidiniy ligy gydymo metoda, naudodami skirtingy
vitaminy derinius.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos, laboratoriné jranga
2.1.1 Reagentai

e Acros Organics: acto rigstis (99,5 %);

e Carl Roth: natrio chloridas;

e Fisher Scientific: DMSO, NaCl

e Sigma Aldrich: rekombinantinis zmogaus insulinas, tioflavinas T;

e Tiriamieji junginiai, sintetinti Vilniaus Universiteto Biotechnologijos Institute (sarasas

pateiktas 1 priede).

2.1.2 Laboratoriné jranga

e Laboratorinés svarstyklés: ,,KERN ABJ*, ,Kern PLJ 6000- 1GM*;
e Magnetiné maisSykle ,,Velp Scientifica ARE*;

e Mikroploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Multi-Mode*;

e pH metras ,,Thermo Fisher Orion Dual Star pH/ISE*;

e Purtykle ,JKA KS 40001 control*;

e Spektrofotometrai: ,,Nanodrop 2000, ,,Shimadzu UV-1800* ;

e Termostatas ,,Eppendorf Thermostat plus*;

e Vandens valymo sistema: ,,Simplicity system®.

2.1.3 Mikroplokstelés

e 96 sulinéliy juoda polistireno mikroplokstelé ,,Fisherbrand* (Nr. 215003), skaidrus plokscias
dugnas, maksimalus taris 350 pL;

e Mikroploksteliy sandarinimo juosta ,,Nunc*.

2.1.4 Buferiniai tirpalai

e Acto rugsties buferinis tirpalas: 20 % CH3COOH, 100 mM NaCl, pH~1,85;

2.2 Metodai

2.2.1 Mazos molekulinés masés junginiy jtakos insulino agregacijai tyrimai

Insulinas: Paruosiamas 0,21 mM insulino tirpalas acto ragsties buferiniame tirpale. Siekiant
iSvengti dideliy svérimo paklaidy, tiksli insulino tirpalo koncentracija nustatoma ,,Nanodrop 2000
arba ,,Shimadzu UV-1800° spektrofotometry pagalba. Baltymo koncentracija matuojama ties 280
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nm bangos ilgio, Zinant, jog insulino ekstinkcijos koeficientas lygus 6335 cm™ mol?, o molekuliné
mase 5808 Da.

Slopikliy paruoSimas: tiriamieji junginiai tirpinami dimetilsulfokside (DMSO), ruosSiant 4 mM
koncentratus.

2.2.2 Tioflavino T fluorescencijos matavimas

ThT fluorescencijos metodu buvo stebima 0,2 mM insulino agregacija esant 0,2 mM tiriamojo
junginio. Visuose eksperimentuose galutiné ThT koncentracija reakcijos misinyje buvo 50 uM, o
DMSO kiekis nevir§ijo 5%. Paruosti méginai po 200 pL supilami j standarting mikroplokstele, kuri
véliau jdedama j mikroploksteliy skaitytuva ,,Synergy H4“ bent 12 valandoms, esant pastoviai 60°C
temperattirai. ThT fluorescencija matuojama ramybés saglygomis (be purtymo).

Tokio tipo prietaisuose pirmoji optin¢ sistema (suzadinimo monochromatorius) apSvie€ia
mikroploksteléje esanéius méginius naudojant 440 nm bangos ilgio $viesg (7 pav). Suzadintas
méginys pradeta fluorescuoti, o antroji optiné sistema (emisijos monochromatorius) renka
i8spinduliuotg Sviesg atskirdama ja nuo suZadinimo Sviesos spinduliy (naudojant filtra arba
monochromatoriy sistemg) ir matuoja signalg, naudodama Sviesos detektoriy - fotomultiplito vamzdj
(angl. PMT). Darbo metu emisija buvo analizuojama i§ ploktstelés apacios ties 480 nm bangos ilgiu.

Suzadinimo Emisijos
monochromatorius monochromatorius
Difrakciné
s e oo . . : PMT
Difrakciné Sviesolaidis  gardelé
gardelé
S 4
N £
X N ’ :-.-
\ \ £ e
')," ‘ \
A { \l
'
D J \
/ ‘v— ~ 9;’
A\ | ¢ pr—u \
X/ v = AR “
\ A <l Sviesolaidis
\ A — (
{ - W\ (L ) D
o8 b\ AN\ —_®
= N\ G F—
.\| N N e -
@
éviesos Mlkroplokételé
Saltinis

7 pav. Sviesos kelias mikroploksteliy skaitytuvas (Lakowicz, 2006).

2.2.3 Duomeny apdorojimas

Darbo metu gautos ThT fluorescencijos emisijos intensyvumo priklausomybés nuo agregacijos
laiko kreivés apdorotos ,,Microsoft Excel” ir ,,Origin 2017* programomis. Tam, kad duomenys bty
palyginami tarpusavyje, pirmiausia jie yra normalizuojami (1 lygtis).

_ I=Inmin
Inorm - (1)
Lnax—Imin

Kur, lnorm — normalizuotas fluorescencijos intensyvumas, | — iSmatuotas fluorescencijos
intesyvumas, Imin ir Imax — minimali ir maksimali fluorescencijos reikSmé.
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tso

ThT fluorescencija

T T L

%o

Laikas, min
8 pav. Insulino amilodiniy fibriliy formavimosi metu stebimas ThT fluorescencijos
intesyvumo pokytis per laikg (Nielsen ir kt., 2001).
Normalizuoti duomenys gluodinami Boltzmann‘o sigmoide (8 pav.), kuri aprasoma lygtimi 2.

Ay—A
y = : xoix + AZ (2)
1+e dx
Lygties y reikSmé — fluorescencijos intensyvumas, A; — pradinis fluorescencijos intensyvumas,
A, — maksimalus fluorescencija intensyvumas, x, — laikas, kai fluorescencijos intensyvumas yra 50
% maksimalios vertés (ts0), dx — kreivés nuolinkis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Slopikliy jtakos insulino amiloidinei agregacijai tyrimai

Sio darbo metu i§ viso buvo iirta 31 junginio jtaka insulino amiloidiniy fibriliy susidarymo
kinetikai, kuriy tyrimo rezultatai pateikti 9 paveikslélyje. Grafike pateikti agregacijos puslaikio (tso)
poky¢iai lyginant su kontroliniu méginiu. Didzioji dalis visy junginiy (18) — neturé¢jo didesnés jtakos
agregacijos kinetikai, 6 nezymiai pagreitino fibriliy susidaryma, o 7 junginiai parodé nedidelj
slopinimo potencialg.
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Tiriamieji junginiai
9 pav. Tiriamyjy junginiy jtaka insulino amiloidinés agregacijos puslaikiui. Paklaidos apskai¢iuotos
18 3 pakartojimy.

IS gauty rezultaty nustatyta, jog insulino agregacijos puslaikio reik§me, kai baltymo
koncentracija tirpale yra 0,2 mM ir kai méginyje néra jokiy analizuojamy slopikliy (kontrolinis
méginys), siekia vidutiniskai 203 minuciy. Pridéjus j méginius tiriamuosius junginius, geriausius
slopinimo rezultatus parodé VD 13-03, VD 18-03, VD 16-22 bei VD 17-27 (cheminé junginiy
strukttira pateikta 1 priede). Esant Siems slopikliams, insulino amiloidinés agregacijos puslaikis
padidéjo apie 45-60 min. (1,21-1,28 Kkarto). Pastébeta ir tokiy junginiy, kurie pagreitino fibriliy
formavimasi — esant méginyje VD 12-07, agregacijos proceso puslaikis sutrumpéjo iki 157 min.
(1,29 Kkarto).

Nors visiSku slopinimu nepasiZyméjo nei vienas i$ tirty junginiy, teigti, jog Sie slopikliai neturi
jokios reikSmingos jtakos fibriliy formavimuisi, bity klaidinga. Kaip minéta 1.8 skyrelyje, dél
daugialypio agregacijos mechanizmo pobudzio, yra keli galimi slopinimo keliai. Norint suprasti,
kokiu biidu slopikliai sgveikauja su baltymu ar jo amiloidinémis rasimis, susiformavusiomis
agregacijos metu, reikia atlikti detalig kinetiniy kreiviy analize. Kaip matoma 10 paveikslélyje,
eksperimenty metu gautos skirtingo pobiidzio sigmoidinés kreivés, lyginant su kontroliniy méginiy.
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10 pav. Normalizuotos visy gauty kinetiniy kreiviy palyginimas.

Bitent pagal tai, kaip pasikeiCia bendras kreivés profilis, galima bandyti iSsiaiSkinti, koks yra
slopinimo kelias. Pavyzdziui, pailgéjes lag fazés laikas parodo, jog slopikliai stabilizuoja baltymo
monomerus, dél ko pirminiy branduoliy formavimasis uztrunka ilgiau ir fibriliy augimas prasideda
veliau (11 pav. A). Jeigu ilgéjimo fazé tesiasi Zymiai ilgiau negu neesant slopikliui, tai galéty reiksti
apie oligomeriniy rasiy stabilizavimg bei protofibriliy susidarymo slopinimg (11 pav. B). Kinetinés
kreives, kuriuose pirminé nukleacija jvyksta per tg patj laika, kaip ir kontrolinis méginis, taciau
matomas elongacijos fazés poslinkis agregacijos pabaigoje, pranesa apie antrinés nukleacijos procesy
stabilizavimg (11 pav. C). Pagal tokj kreiviy profiliy apibiidimg, kuris apraSomas daugelyje
moksliniy straipsniy (Arosio ir kt., 2014), buvo sugrupuoti kai kurie $iuo darbo metu gauti rezultatai,
pavaizduoti 11 paveikslélyje.
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11 pav. Skirtingi gauty kinetiniy kreviy profiliai, kurie gali suteikti informacijg apie slopinimo
mechanizmg: A) Pirminés nukleacijos slopinimui biidingos kreivés; B) Kreivés, kai slopinimo
mechanizmas orientuotas j oligomery ir protofibriliy stabilizavimg; C) Antrinés nukleacijos procesy
stabilizavimas.

IS tikryjy, Sie rezultatai negali buti laikomi potencialiu jrodymu apie vykstancius slopinimo
procesus, kadangi reikia i§samesniy tyrimy. Tikslesniam jrodymui reikty atlikti baltymo agregacijos
tyrimus su skirtingomis slopiklio koncentracijomis ir palyginti gautus eksperimentinius duomenis su
su iSanksto kompiuteriniy programy pagalba aprasytais agregacijos modeliais. Tokiu budu galima
biity jsitikinti, ar slopinimas vyksta pagal konkrety désninguma, ar vis délto tai yra atsitiktinis
procesas. Nepaisant to, rezultatai gauti Sio darbo metu yra pirmas Zenklas, parodantys, jog insulino
amiloidiné agregacija gali vykti skirtingais keliais.
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3.2 Slopikliy cheminiy struktiiry jvertinimas

Biomedicinos moksly srityje, o ypa¢ vaisty kiirime, viena i§ svarbiausiy uzduo¢iy yra suprasti,
kaip mazos molekulinés masés junginiai sgveikauja su baltymais. Paprastai vaisty kiirimas remiasi
jvairiais biofizikiniais jungimosi tyrimais ir kompiuteriniais modeliavimais, kuriy pagalba
stengiamasi susieti cheminio junginio strukttirg su taikinio aktyviuoju centru. Baltymy agregacijos
srityje §i uzduotis yra begalo sunki, kadangi amiloidiniai baltymai pasizymi nevienalyte struktiira,
neturi biidingo aktyviojo centro, prie kurio galéty jungtis ligandas. Vis dél to, iStyrus didelj kiekj
jvairios struktiiros junginiy, galima biity suprasti, kokios funkcinés grupés turi didziausig jtakg
amilodiniy baltymy formavimuisi ir kaip keciasi agregacijos mechanizmas.

Visi mazos molekulinés masés junginai, kuriy jtaka insulino amiloidinei agregacijai buvo
tiriama §iame darbe, priklauso aromatiniy sulfonamidy klasei. Sios klasés junginiai yra gerai Zinomi
kaip zmogaus karbonanhidraziy slopikliai, kuriy termodinaminiai ir kinetiniai parametrai yra gerai
istirti (Linkuviené ir kt., 2018).

Siame darbe istirty junginiy pagrinda sudaro benzesulfonamidas, prie kurio prijungtos jvairios
funkcinés grupés. I$ visy junginiy, geriausig slopinimo rezultatg parodé junginys VD 13-03, kurio
pilnas pavadinimas 2,3,4,5,6-pentachlorobenzensulfonamidas (12 pav.). Palyginimui Salia
pavaizduoti rezultatai jungino VD 12-22 (2,3,5,6-tetrafluorbenzensulfonamido), kuriame vietoje
chloro prie benzeno Ziedo yra prijungti fluoro atomai.

NH2 NH,
O—5—0
0—5—0
Cl Cl
F F
Cl Cl
F F
Cl
VD 13-03 VD 12-22
1,0 1,04
il —
~ 0,8- s . ~ 0,81 o
—E I. .. —E 0.:
Ié 0’6- u ° Ié 0,6' L]
£ -l £ i
~ 0,4' .. .. : 0,4- .0 :
’?E L ° ’E o
IS n ® - e ° .
— 0,2 o o = be slopiklio - 0,2 s be slonikli
= ] 3 ° " = - = piklio
o r VD 13-03 : L e VD 12.22
0,0 0,0
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Laikas, min Laikas, min

12 pav. Junginiy VD 13-03 ir VD 12-22 cheminés struktiiros bei jy jtaka insulino agregacijai.

3 lentelé. Agregacijos kreiviy Kinetiniai parametrai. Paklaidos apskaiciuotos i$ 3 pakartojimy.

Kreivé ts0, min Lag fazé, min
Be slopiklio 203+ 3 1725
VD 13-03 260+ 7 211+ 10
VD 12-22 185+1 148 + 4
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IS kinetiniy kreiviy matome, jog $iy junginiy jtaka insulino agregacijai yra prieSinga — esant
méginyje VD 13-03 agregacijos procesas yra slopinamas, o VD 12-22 atveju pagreitinamas. Toks
kontrastas yra ne dél chloro ir fluoro atomy skirtumo, o dél junginyje VD 12-22 laisvos para padéties
benzeno ziede. Fluoro atomy jvedimas ] vaistinio junginio struktiirg yra daznas reiskinys, nes jie
vaistui suteikia unikalias farmokologines savybes (Shah ir kt., 2007).

[vairiy funkciniy grupiy prijungimas prie laisvos para padéties kei¢ia junginio savybes. Stai
pvz., prijungus 2-feniletantiolio grupe (VD 11-10), stebimas agregacijos slopinimas, o junginys, prie
kurio prijungtas 2-hidroksietan-1-tiolis (VD 10-35), neturi jokios jtakos insulino agregacijos kinetikai
(13 pav.).
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13 pav. Junginiy VD 11-10 ir VD 10-35 cheminés struktiiros bei jy jtaka insulino agregacijai.

4 lentelé. Agregacijos kreiviy parametrai. Paklaidos apskaiciuotos i§ 3 pakartojimy.

Kreivé ts0, mMin Lag fazé, min
Be slopiklio 203+3 172 £5
VD 11-10 227 £7 178 +8
VD 10-35 202 +3 172+ 3

Vienintelis stuktiirinis skirtumas tarp VD 11-10 ir VD 10-35 yra benzeno ir hidroksi grupés,
prijungtos prie tiolio galo. Literatiiroje daZnai pabréZiama, o ypac kai kalbama apie polifenolius, jog
butent hidroksi grupé ir aromatiniai ziedai turi didziausig jtaka baltymy agregacijai (Velander ir kt.,
2017). Hidroksi grupés svarba buvo parodyta istyrus didelj kiekj jvarios struktiros flavonoidy (didele
klasg augaliniy polifenoliy). Buvo nustatyta, jog svarbus yra ne tik OH grupiy kiekis, bet ir jy pozicija
ant aromatiniy flavonoidy Zziedy. Priklausomai nuo to, kaip iSdéstytos Sios grupés, agregacijos
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procesas gali biti arba slopinamas, arba atvirks¢iai — katalizuojamas (Malisauskas ir kt., 2015). Siame
darbe hidroksi grupé napisizyméjo kaip svarbi grupé insulino agregacijos slopinimui.

Aromatiniy ziedy veikimo principas aiSkinamas tuo, jog jie jungiasi su aromatiniy
aminortig§¢iy Soninémis grupémis, tokiu budy slopinama zn-m sgveikg ir neleidziama baltymams
jungtis tarpusavyje ir formuoti agregatus (Collins, 2014). Sio darbo metu, aromatiny Ziedy jtaka
baltymy agregacijai taip pat buvo pastebéta. Benzensulfonamidas, turintys 3 ir 5 padétyje fenilo
funkcines grupes (VD 16-22), turi slopinimo potencialg, palyginus su junginiu VD 10-46, kuris tose
paciose padétyse turi prijungtus etilo grupes (14 pav.).
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14 pav. Junginiy VD 16-22 ir VD 10-46 cheminés struktiiros bei jy jtaka insulino agregacijai.

5 lentelé. Agregacijos kreiviy parametrai. Paklaidos apskai€iuotos i§ 3 pakartojimy.

Kreivé ts0, min Lag fazé, min
Be slopiklio 203+3 172 £5
VD 16-22 246 £ 13 195 + 14
VD 10-46 210£5 175+ 6

Sekantis pavazdys parodo, kad galbtit svarbus ne tiek funkciniy grupiy aromatiSkumas, kiek jy
hidrofobiskumas (15 pav.). Yra zinoma, jog hidrofobiné sgveika yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy,
skatinanéiy baltymy agregacija. Junginiai VD 17-27 ir VD 18-03, kurie meta padétyje turi prijungta
hidrofobing grupe, galimai jungiasi prie insulino hidrofobiniy sri¢iy, tokiu biidu slopinamas baltymo
agregacijos procesas. I§ kinetiniy kreiviy, pavaizduoty 15 paveiksléelyje, matome, jog junginiai
neturintys minétos hidrofobinés grupés, neparodo didesnés jtakos agregacijos kinetikai. Kita vertus,
Sios grupés mazina bendrg junginio tirpuma, o atsizvelgiant j vaistinéms molekuléms keliamus
reikalavimus, tai yra neigiamas efektas.
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15 pav. Junginiy VD 17-26/VD 17-27 ir VD 18-01/VD 18-03 cheminés struktiiros bei ju jtaka
insulino agregacijai.

6 lentelé. Agregacijos kreiviy parametrai. Paklaidos apskaiciuotos i§ 3 pakartojimy.

Kreivé ts0, mMin Lag fazé, min
Be slopiklio 203+3 172 £5
VD 17-26 199+8 170 £ 3
VD 17-27 251+ 6 208 + 6
VD 18-01 197 +10 169 £ 12
VD 18-03 250+ 9 200 £ 13

Skirtingai nei pries§ tai analizuojami junginiai, VD 17-26 ir VD 17-27 turi antring sulfonamido
grupe (-SO2NHCHs3), o VD 18-01 ir VD 18-03 prie benzeno Zziedo turi prijungta sulfono grupe
(-SO2CHa). Toks struktiirinis skirtumas parodo, jog galimai sulfonamidiné grupé neturi didesnés
jtakos insulino agregacijai.

3.3 Planuoti eksperimentai ir galimi rezultatai

Sio baigiamojo darbo tikslas buvo jvertinti apie 120 skirtingos struktiiros mazos molekulinés
masés junginiy jtakg insulino amiloidinei agregacijai bei istirti susidariusiy fibriliy struktiiros
pokycius. Dél paskelbtos pasaulinés pandemijos, darbas Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centre
iskaitant ir Amiloidy tyrimy grupe, buvo sustabdytas, dél ko pavyko atlikti tik dalj visy suplanuoty
eksperimenty. Junginiy charakteristikos, kuriy slopinimo efektyvuma insulino agregacijai buvo
norima istirti, yra prieinamos VU Biotechnologijos Instituto darbutojy publikuotame moksliniame
straipsnyje (Linkuviené ir kt., 2018).
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Eksperimentiniai duomenys, gauti Sio darbo metu iStyrus 31 junginio jtakg insulino
agregacijos kinetikai, parodo, jog tik maza dalis visy istirty junginiy pasizymi slopinimo savybémis,
taciau Siy rezultaty nepakanka pilnai jvertinti slopiklio efektyvuma. Mokslinése publikacijose daznai
aprasoma situacija, kai agregacijos procesas yra tik i§ dalies slopinamas, taCiau pabréziama, jog
tokiais atvejais, vietoj subrendusiy fibriliy, gali susiformuoti maziau toksiskos amiloidinés rasys
(Arosio ir kt., 2014). Norint tai patikrinti, buvo planuojama jvertinti slopikliy jtaka fibriliy
morfologijai. Tam dazniausiai naudojama atominés jegos mikroskopija (AFM) arba transmisiné
elektrony mikroskopija (TEM). Sie vaizdavimo metodai leisty jvertinti, ar susidaro biidingos
amiloidams fibrilinés struktiiros, ar vis délto slopikliai geba nukreipti fibrilizacijos kelig | maziau
toksisky agregaty formavimasi. Taip pat buvo planuojama atlikti susidariusiy agregaty stabilumo
tyrimus bei patikrinti jy citotoksiSkuma lgsteléms.

Siuo metu terapiné strategija amiloidinéms ligoms gydyti yra nukreipta j konkreéiy toksisky
rusiy slopinimg, o daugiausia démesio skiriama tirpiems oligomerams, kurie, kaip manoma, yra
pagrindinés ligy vystymosi toksiskos riisys. Zvelgiant i§ Sios perspektyvos, labai svarbus yra
supratimas apie galimy vaisty molekulinj slopinimo mechanizma, taciau tai pasiekti dar yra
sudétinga. Eksperimento poziliriu, mazy molekuliy, baltymy monomery ir fibriliy suriS§imo
apibidinimas gali biiti pasiektas derinant agregacijos kinetikos testus su jvairiais biofizikiniaiS
metodais. Dazniausiai naudojami yra kalorimetriniai, vaizdavimo metodai, taip pat pavirSiaus
plazmony rezonansas, Fourier transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FTIR),
linijinis dichroizmas bei masiy spektrometrija. Sie metodai gali suteikti tiesioging informacija apie
tirpias ar agreguotas rasis, kurios gali sgveikauti su slopikliu, nustatyti suri§imo stechiometrija,
ligandy afiniSkumag ir selektyvuma, bei iSsiaskinti agregacijos mechanizmus (Arosio ir kt., 2014).
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ISVADOS

1. Sio darbo metu i§ viso buvo iSirta 31 junginio jtaka insulino amiloidiniy fibriliy
susidarymo kinetikai — 7 i$ jy pasizyméjo silpnomis slopinimo savybémis.

2. Benzensulfonamido junginiai nepasizymi stipriomis insulino agregacijos slopinimo
savybémis.

3. Dél paskelbtos COVID-19 pandemijos, amiloidiniy fibriliy struktiiros poky¢iai nebuvo
iStirti, o tikétini rezultatai yra aprasyti 3.3 poskyryje.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

ROMUALD STANILKO
Potencialiy insulino amiloidinés agregacijos slopikliy jvertinimas

Baltymy agregacija siejama su daugeliu neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip Alzheimerio,
Parkinsono, o taip pat Il tipo diabetu. Nepaisant didziuliy mokslininky pastangy, Siandien vis dar néra
tinkamy vaisty nuo amiloidiniy ligy. Per paskutinius keliasdeSimt mety buvo istirtas didelis kiekis
skirtingos klasés slopikliy, ta¢iau né vienas nepra¢jo sékmingai klinikines stadijas. Siuo metu
didziausias démesys skiriamas mazos molekulinés masés junginiams, kurie galéty stabilizuoti natyvia
baltymo struktiirg ir apsaugoti nuo agregacijos procesy.

Sio darbo metu buvo tiriama jvairios struktiiros junginiy jtaka insulino amiloidinei agregacijai.
Baltymo agregacija buvo stebima fluorescencinés spektroskopijos metodu, naudojant dazg tioflaving
T (ThT). I8 viso buvo istirtas 31 junginys, i§ kuriy 7 pasizyméjo silpnomis slopinimo savybémis.
Remiantis gautais rezultatais pastebéta, jog yra keli galimi slopinimo keliai.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

ROMUALD STANILKO
Screening of small molecules as potential inhibitors of insulin amyloid-like aggregation

Protein aggregation is associated with many neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s,
Parkinson’s, also with II type diabetes. Despite the best efforts of scientists, there is still no effective
treatment for amyloid diseases. Over the past few decades, large quantities of various class inhibitors
have been investigated, but none of them has successfully passed the clinical trials. Currently, one of
the more promising approaches allows the inhibition of amyloid formation by small-molecule
inhibitors. This approach is supported by the propensity of small molecules to specifically interact
with amyloid assemblies at the molecular level and, thus, inhibit the self-assembly process.

In this work, the impact of different compounds on recombinant insulin aggregation was
investigated. Protein aggregation was monitored by fluorescence spectroscopy using thioflavin T
(ThT) dye. A total of 31 compounds were examined, 7 of them showed weak inhibitory properties.
Also it was noticed, that several inhibition paths are possible.
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